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HE.: [849] Ask 4E 3X. Culex pipiens quinquefasciatus 7158-2 3s 28 2R A 4479 3E 3c 28 JE, f pop ot 
42 45. [27 1H SE e i p ELSE roe 0 CP E RAE o A WA TR 2h K Y AEE CN 
加 20% 胎 牛 血清 的 改良 M199 培养 基 原 代 培 养 , 并 对 原 代 细 胞 用 胰 蛋 白 酶 传代 培养 成 细胞 系 ;通过 
显微镜 观察 其 生物 学 特性 以 及 DNA 扩 增 指纹 图 谱 和 内 转录 间隔 区 序列 鉴定 其 组 织 来 源 。【 结 果 】 
该 细胞 系 Cxq-1 在 M199 完全 培养 基 中 生长 良好 ,已 成 功 传代 培养 12 个 月 ,并 于 液 所 中 冻 存 ,并 多 
次 成 功 复苏 。 通 过 DNA 扩 增 指纹 图 谱 鉴 定 ,Cxq-] 与 实验 室 培 养 的 其 他 昆虫 细胞 DNA 指纹 图 谱 的 
条 带 各 异 , 表 明确 为 同 源 昆 虫 致 倦 库 蚊 细 胞 系 。 通 过 内 转录 间隔 区 序列 测定 技术 鉴定 ,Cxq-l 的 
rDNA-ITS1 £e rDNA-ITS2 序列 与 GenBank 中 致 倦 库 蚊 相应 核酸 序列 的 一 致 性 大 于 99% ,表明 其 来 
源 组 织 确 为 致 倦 库 虹 。【 结 论 】 新 建立 的 蚊 初 钴 幼虫 细胞 系 Cxq-1 确 为 致 倦 库 时 细 胞 系 。 该 细胞 
系 为 实验 室 今 后 开展 杀 虫 剂 抗 性 分 子 机 制 \ 蚊 媒 病毒 .寄生 贝 等 研究 提供 了 重要 平台 。 

KER: KEE; 细胞 系 ; DNA 扩 增 指纹 图 谱 ; 内 转录 间隔 区 ; 分 子 鉴 定 
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Establishment and identification of a new cell line from Culex pipiens 
quinquefasciatus (Diptera. Culicidae) 

LUO Lan, CUI Feng" (State Key Laboratory of Integrated Management of Pest Insects and Rodents, 
Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to establish and molecularly identify a cell line based on tissues from 
the newly hatched larvae of the mosquito Culex pipiens quinquefasciatus ( Diptera; Culicidae ). 
[Methods] The shredded tissues of the newly hatched larvae of the parathion-resistant strain Shengui of 
C. pipens quinquefasciatus were cultured in M199 complete medium supplemented with 20% heat- 
inactivated fetal bovine serum, and the primary cells were obtained. The primary cells were treated with 
trypsin and subcultured into a cell line. The tissue origin of the cell line was identified by observing its 
biological characteristics under a microscope and comparing DNA amplification fingerprinting and 
sequencing the ribosome DNA internal transcribed spacer. [ Results] The cell line Cxq-1 was well 
maintained in M199 complete medium and subcultured continually for 12 months. After being frozen in 
liquid nitrogen, Cxq-1 was successfully resuscitated for several times. DNA amplification fingerprinting 
polymerase chain reaction clearly distinguished Cxq-1 from two other insect cell lines. Sequencing of 
ribosome DNA internal transcribed spacer of Cxq-1 indicated that its IDNA-ITS1 and rDNA-ITS2 
sequences has higher than 99% identity with those of C. pipens quinquefasciatus registered in the 
GenBank, confirming the origin of Cxq-1. [ Conclusion] The newly established cell line Cxq-1 from 
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newly hatched larvae of C. pipens quinquefasciatus has been confirmed to be a cell line of this mosquito. 


This cell line provides an important platform for studying the molecular mechanisms of insecticide 


resistance, mosquito-borne viruses and parasites in the future. 


Key words: Culex pipiens quinquefasciatus; cel line; DNA amplification fingerprinting; internal 


transcribed spacer; molecular identification 





Si fis PE Y Culex pipiens quinquefasciatus 属于 库 
蚊 属 Culex Fg SC WE Je RE ENAH C pipiens 
complex 的 成 员 , 主要 分 布 于 我 国 的 南方 地 区 及 南方 
岛屿 如 台湾 岛 和 海南 岛 ( 宋 社 吾 等 , 2003), REJE 
蚊 复 合 组 是 我 国 斑 氏 丝 虫 病 的 主要 传播 媒介 ,还 能 
传播 乙 型 脑 炎 。 在 国外 该 复合 组 与 多 种 虫 媒 病毒 的 
传播 有 关 ,是 圣 路 易 脑 炎 病 毒 (St Louis encephalitis 
virus) , V JE 7 Jj B ( West Nile virus ) , 3% 4 H6 H 
(Sindbis virus ) 和 裂 谷 热 病毒 (Rif Valley fever 
viruses ) 的 重要 媒介 (Turell, 2012) 。 

É| 1966 年 Grace 成 功 建立 埃及 伊 蚊 Aedes 
aegypti 末 龄 幼虫 细胞 系 以 来 (Grace, 1966) ,包括 按 
蚊 Anopheles JÆ IX Culex WEE IX Aedes 在 内 的 各 种 
主要 蚊 媒 病毒 的 媒介 蚊 种 细胞 系 不 断 被 建立 。 我 
国 蚊 细胞 系 的 成 功 建立 开始 于 1980 年 , 潘 李 珍 等 
建立 了 白 纹 仇 蚊 的 初 能 幼虫 细胞 系 ( 潘 李 珍 等 ， 
1980) 。 据 不 完全 统计 ,至 今 为 止 国内 外 已 有 超过 
20 个 蚊 种 50 多 株 蚊 细胞 系 成 功 建立 (Oelofsen et 
al., 1990; 蓝 明 扬 和 赵 郁 光 ，1991 ; Charpentier et 
al., 1995; Bello et al., 1997; Sudeep et al., 2009; 
Kuwata et al., 2012; Segura et al., 2012; Hoshino et 
al., 2015) 。 

作为 亚洲 乙 脑病 毒 (Japanese encephalitis virus ) 
主要 虫 媒 的 库 蚊 ,Kitamura( 1970 ) 和 Hsu 等 (1970 ) 
利用 成 虫 的 卵巢 分 别 成 功 建立 骚扰 库 蚁 Culex 
pipiens molestus 和 致 倦 库 蚊 细胞 系 ; Hsu 5$ (1972) 
利用 成 虫 卵 偶 和 颜 林 等 (1989 ) A HAK IE R ER 
=W IKEI Culex tritaeniorhynchus 细胞 系 ; Athawale 
等 (2002) 和 Kuwata 等 (2012 ) 分 别 用 胚胎 建成 三 带 
喉 库 蚊 细 胞 系 ,其 中 Kuwata 等 建立 的 细胞 系 NID- 
CTR 为 乙 型 脑 炎 病毒 和 登 革 病 毒 高 度 易 感 细胞 系 ， 
是 研究 病毒 在 宿主 体内 复制 机 制 的 重要 模型 
( Walker et al., 2014) ; Segura 4& ( 2012) 利用 致 倦 库 
蚊 胚 胎 建 立 了 一 株 新 的 致 倦 库 蚊 细 胞 系 。 而 有 关 利 
用 致 倦 库 蚊 初 镶 幼 虫 建立 细胞 系 的 相关 研究 ,国内 
外 还 未 报道 。 本 研究 利用 致 伴 库 蚊 初 能 幼虫 建立 了 















































一 株 新 的 细胞 系 , 实 现 了 传代 培养 ,并 对 其 进行 了 分 
子 鉴定 ,为 未 来 利用 该 细胞 系 进行 致 倦 库 蚊 生物 学 
人 研究 葛 定 了 基础 。 





1 材料 与 方法 


1.1 供 试 蚊虫 及 其 饲养 

$i fs Pe R Slab 品系 由 法 国 科学 与 进化 研究 
Raymond 教授 惠 赠 ,是 杀 虫 剂 敏感 品系 。 致 倦 库 蚊 
深 桂 品系 于 2007 年 采 自 广东 佛山 (23°03'N,113° 
06'E) ,是 实验 室 有 机 磷 杀 忠 剂 多 代 和 筛选 后 的 对 硫 
磷 的 抗 性 品系 ,其 3 龄 幼虫 对 硫 磷 抗 性 为 Slab 品系 
的 115 倍 。 参 考 蓝 明 扬 和 赵 郁 光 (1991 ) 8577 15, Bc 
虫 饲 养 条 件 为 温度 26 +10 , 光 周 期 14L: 10D。 
1.2 "E AD rh ZREN 

Ti Sic RS E DORE m AMEI 24 h 内 产 出 的 10 余 
块 卵 徐 置 于 75% 酒 精 中 洗刷 约 10 min。 去 酒精 后 ， 
用 无 菌 水 漂洗 3 次 , 放 入 盛 有 无 菌 水 的 瓶 口 略微 松 
开 的 蓝 盖 瓶 中 , 置 于 28%C 细胞 培养 箱 [ SANYO, 
MCO-18AIC(UV) ] 孵 育 1~2 d, 
1.3” 蚊 细胞 的 原 代 培养 

参考 Mitsuhashi ( 2002 ) 的 方法 改进 后 如 下 操 
作 。 在 无 菌 条 件 下 ,用 滤纸 将 刚刚 孵化 的 子 巴 转移 
到 加 有 1 mL HBSS(Sigma, H6136-1L) 的 EP 管 中 ， 
ATIKE 10 min 5, 8: A EEEE, FERM 
体 ,用 维 纳 斯 剪 将 幼虫 剪 碎 。 再 用 2 mL 培养 基 重 悬 
虫 体 碎片 ,将 其 转移 至 培养 瓶 (CORNING,，430168 ) 
rp , 置 于 28% 细胞 培养 箱 (SANYO，MCO-18AIC ) 内 
闭 瓶 培养 。 培 养 基 以 M199 为 基础 ,添加 2096 胎 牛 
血清 使 用 ,具体 成 分 为 : 77 mLM199 培养 基 ( Sigma, 
M0393-1L) ,20 mL 灭 活 胎 牛 血清 (四 季 青 公司 ) 1 
mL 5% 水 解 乳 蛋白 (BD) 1 mL 双 抗 (华北 制药 ) 及 
1 mL 谷 氨 酰胺 (200 mmol/L, Sigma) 。 
1.4” 蚊 细胞 的 传代 培养 

取 一 瓶 生长 良好 的 蚊 细胞 弃 掉 培养 基 , 用 无 菌 
D-PBS 漂洗 2 次 ,加 入 2 mL 含 0.25% 胰 和 蛋白酶 的 消 
化 液 28% 145 1 ~3 min, 弃 胰 和 蛋白 酶 ,再 消化 1 ~3 
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min 后 用 2 mL 含 血清 的 M199 培养 基 中 止 消化 ,并 
轻 轻 吹 打 , 按 体积 比 11 ~1:3 传 代 培养 。 

1.5 Wi DNA 扩 增 指纹 图 谱 ( DNA 
amplification fingerprinting, DAF) 

1.5.1 细胞 DNA 的 制备 : 取 生 长 良好 的 单 层 贴 壁 
致 伴 库 蚊 细 胞 系 细胞 和 草地 贪 夜 蛾 Spodoptera 
frugiperda Sf9 细胞 系 ( Invitrogen ) , 参考 1.4 节 细 胞 
传代 方法 ,终止 消化 后 ,离心 去 上 清 。 黑 腹 果 蝇 
Drosophila melanogaster S2 悬浮 细胞 (中 国 科学 院 动 
物 研 究 所 陈 大 华 教 授 惠 赠 ) 则 直接 离心 去 上 清 。 计 
数 后 取 细 胞 10* 个 ,参考 Mclntosh 4 (1996) 和 
Zhang 等 (2006 ) 的 方法 ,用 TBS 缓冲 液 离心 清洗 重 
悬浮 细胞 ,加 入 0.5 mL EAP 裂解 缓冲 液 (0. 5% 
SDS, 0.25 mol/L EDAT, pH 8.0)。 使 用 前 加 入 和 蛋 
日 酶 K(100 pg/mL) ,并 使 细胞 分 散 充 分 ,于 50%C 水 
浴 放置 过 夜 ,用 等 量 饱 和 酚 : 氯仿 : 异 戊 醇 (25: 24: 
1, v/v) 抽 提 1 ~2 次 ,震荡 10 min, 12 000 r/min 
10 min( Eppendorf 公司 ,5424R ) , 取 上 清 。 再 用 等 
体积 氯仿 : 异 戊 醇 (24: 1, v/v) fé 1 ~2 次 ,震荡 ， 
12 000 r/min 10 min , 取 上 清 。 加 1/2 倍 体积 的 7.5 
mol/L HAMR £ , 混 匀 后 加 入 2 倍 体积 ( 含 醋酸 匀 体 
TR) 的 冰冻 乙醇 ,震荡 至 澄清 , 静 置 冰 中 10 ~ 20 
min, 12 000 r/min 10 min, 上 清 全 部 倒 出 。 加 入 1 






































1.6 ” 蚊 细 胞 核糖 体 DNA (rDNA) 内 转录 间隔 区 
( internal transcribed spacer, ITS ) 序列 鉴定 

根据 GenBank P Se pE JE B rDNA ITSI 序列 
EU359697. 1 和 rDNA ITS2 序列 DQ168423 设计 ITS 
PCR 引物 ,并 由 北京 六 合 华 大 基因 科技 有 限 公 司 合 
成 ， 其 中 ITSldie; | 5'-AGGTTCGTCCTATGT-3' ; 
ITSlrev: 5'-GAGCGAGCGAGTTCAAAG-3'; ITS2dir:; 
5'-CTCAGCGGCTCGGGGTTT-3'; ITS2rev; 5'-TTGG 
GTTGTTCTGTTCTGTGGA-3', JJ DNA 扩 增 指纹 图 
谱 实 验 提 取 致 倦 库 蚊 细胞 系 的 DNA 为 模板 ,使 用 
LA Taq 酶 (TaKaRa ) 进行 PCR 扩 增 。94%C 预 变性 2 
min ,35 个 循环 (94% 45 s, 58C 45 s, 72€ 30 s), 
72% 延 伸 5 min。 将 其 PCR 产物 4 uL 5 1 4L T ZX 
体 (Promega) 组 成 10 pL 连接 体系 ,金属 浴 16% 过 
Jg , ES kL 连接 产物 转化 到 感受 态 细胞 DH5o 中 ， 
涂 板 挑 克隆 测序 (北京 六 合 华 大 基因 科技 有 限 公 
司 ) 。 将 测序 所 得 序列 与 GenBank 中 的 致 倦 库 蚊 序 
列 进行 比 对 。 


2 结果 


2.1 原 代 细胞 的 培养 
原 代 培 养 时 ,将 16 批 蚊 卵 徐 进 行 培养 ,部 分 成 





mL 75% 冰 乙醇 ,12 000 r/min 10 min, 3$ E38 , ZA 
中 完全 干燥 15 ~20 min。 加 入 10 pL TE RR 
解 DNA ,并 检测 DNA 质量 。 
1.5.2. Bea DNA 制备 : 致 倦 库 蚊 ( 深 桂 品 系 和 
Slab 品系 ) 各 4 头 ( 约 5 mg) ,加 400 uL HBSS 充分 
人 研磨 ,12 000 r/min 离心 去 上 清 。 加 入 200 uL GA 
和 20 kL 蛋白酶, 560°C7K 40 min, EHRE. 
消化 后 按照 细胞 DNA B UE WEE Ulo DNA 作为 
对 照 。 

1.5.3 DAF-PCR 反应 和 条件: 参考 Mclntosh 等 
(1996) 和 Zhang 等 (2006 ) 的 方法 ,引物 为 缩 醛 酶 引 
物 ,cell-f: 5'-CCGGAGCAGAAGAAGGAGCT-3'; cell- 
r; 5'-CACATACTGGCAGCGCTTCA-3’。 由 北京 六 合 
华 大 基因 科技 有 限 公 司 合成 。PCR 采用 50 pL 体 
系 : 10 x LA Taq Buffer Il (Mg* Plus) 5 uL, 2.5 
mmol/L dNTP 8 uL, 5 U/L LA Taq 0.5 uL 
(TaKaRa) ， 上 下 游 引 物 各 1 uL (20 pmol) ， 模 板 
DNA 1 uL (70 ng), PCR 反应 条 件 : 94% 变性 2 
min; 40 个 循环 (94% 1 min, 55%C 1 min, 72€ 1 
min) ,72% 延伸 5 min, PCR 产物 进行 1% 琼脂 糖 凝 
胶 电 泳 分 析 。 

















功 旷 化 成 幼虫 ,将 初 孵 幼 虫 剪 碎 后 获 到 了 11 批 细胞 
培养 物 。1 d 时 ,其 中 7 批 可 在 显微镜 下 观察 到 幼虫 
的 大 块 雄 片 在 培养 基 内 抽动 (图 1: A) ,这 种 抽动 能 
持续 几 天 、 几 周 ,其 中 一 批 碎片 培养 60 d 后 仍 在 抽 
动 。5 d 时 ,观察 到 其 中 5 批 碎片 的 断口 处 出 现 小 的 
空 泡 (图 1: B)。10 d 时 ,其 中 4 批 中 空 泡 持续 增多 
增 大 ,并 慢 慢 长 出 少量 细胞 (图 1: C)。 随 着 细胞 的 
增加 ,20 d 时 ,观察 到 空 泡 生长 成 圳 状 的 细胞 球 ,并 
继续 增 大 (图 1: D, 了) 。 部 分 细胞 球 从 幼虫 碎片 断 
口 处 脱落 ,断口 或 者 脱落 的 大 团 细 胞 宫 状 物 还 能 不 
断 地 生长 出 新 的 空 泡 和 细胞 球 , 有 的 细胞 吉 状 物 的 
直径 能 超过 3 mm。 这 些 吉 状 细胞 球 沿 着 培养 瓶 的 
底部 生长 ,形成 小 的 细胞 集落 (图 2: AD 。 小 的 细胞 
集落 不 断 变 多 ,细胞 集落 周围 的 细胞 不 断 增殖 ( 图 
2: B) ,活性 最 强 的 一 批 培养 物 20 d 即 己 生成 大 量 
的 空 泡 和 霹 状 细胞 球 ,其 中 1 瓶 30 d, 其 余 培养 瓶 
50 ~60 d 即 可 观察 到 细胞 集落 逐渐 连 成 片 ,并 覆盖 
瓶 底 的 8096 以 上 ,对 其 进行 传代 培养 。 这 些 细胞 集 
落 不 仅 是 沿 着 细胞 瓶 的 底部 生长 ,还 会 向 上 生长 成 
多 层 细胞 。 这 些 细胞 形态 各 异 ,有 直径 约 为 um 
左右 梭 状 细胞 上皮 状 细胞 、 小 圆 形 细胞 ,和 直径 约 
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为 20 pm d die ix Fo 2g fel prie Je ze 8 7 SET 
状 细胞 球 或 空 泡 。 其 余 3 批 培养 物 ,30 d 时 幼虫 碎 
片 停止 抽动 ， ME 化 ,细胞 增殖 缓慢 甚至 停止 ,在 
镜 下 观察 ,发 现 其 中 部 分 细胞 边缘 模糊 ,细胞 内 有 空 
泡 或 者 颗粒 物 ,经 台 盼 蓝 染色 确定 其 死亡 。 约 150 d 
后 ,培养 状态 仍 没 有 明显 改善 , 故 放弃 培养 。 
2.2 传代 细胞 的 培养 

第 1 次 传代 时 ,用 D-PBS 漂洗 后 , 胰 和 蛋白酶 消 
化 过 程 长 达 6 ~7 min, 其 细胞 结构 致密 紧 贴 培养 瓶 
底 ,部 分 细胞 不 耐 受 胰 和 蛋白 酶 作用 而 受 损 , 只 有 部 分 
细胞 完全 分 散 ,部 分 仍然 成 团 状 , 贴 壁 后 成 岛 状 生 


长 。 由 于 初期 分 离 的 细胞 较 少 ,1: 1 传代 后 ,20 ~30 
d 可 再 次 传代 。 第 2 -4 代 时 ,消化 时 间 为 4~6 
min, 可 观察 到 细胞 分 离 变 多 ,分 散 性 较 好 ,4 h 后 就 
能 成 功 贴 壁 ,传代 时 间 渐 减 至 10 d, 分 种 率 为 1:2。 

经 过 6 个 月 的 培养 ,细胞 逐渐 适应 胰 和 蛋白酶 传代 , 传 
代 间 隔 减 至 3 ~5 d ,消化 时 间 为 2 ~4 min, 分 种 率 为 
1:3 ,消化 后 细胞 的 分 散 性 好 ,生长 旺盛 (图 2: C, 
D) 。 细 胞 传 至 第 6 代 后 ,将 部 分 细胞 冻 存 于 液 氮 
饶 中 ,复苏 后 生长 状态 良好 ,可 以 正常 传代 。12 个 
月 后 成 为 稳定 致 倦 库 蚊 初 锋 幼虫 细 胞 系 ,命名 为 
Cxq-1 。 

















Fig. 1 
A: 培养 基 内 蚊 幼 虫 碎 片 Larva fragments (1 -2 d); B: 蚊 幼 虫 碎片 断 
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图 1 致 倦 库 蚊 幼虫 细胞 原 代 培 养 过 程 

Primary cell culture from Culex pipiens quinquefasciatus larvae 

口 处 长 出 小 空 泡 Small vesicles on the fragments (5 -7 d); C; mm 
s 泡 Large vesicles on the fragments; D; WiO AK H1 2g ELSE IJ. Cytocysts on the fragments (14 -24 d); E: AJ IA) Cytocysts 
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Fd 2 致 伴 库 蚁 细胞 系 培养 
Fig. 2 Cell line culture of Culex pipiens quinquefasciatus 
A: 小 的 细胞 集落 ( 约 3 JÆ) Small cell colony (about 3 weeks ) ; B: 扩 增 后 的 细胞 集落 ( 约 3 J] ) Large cell colony (about 3 weeks) ; C: 上 皮 状 细胞 
为 优势 细胞 的 单 层 蚊 细 胞 ( 约 6 个 月 ) Epithelioid cells ( about 6 months) ; D: 梭 状 细胞 为 优势 细胞 的 单 层 蚊 细胞 Fusicellular cells. 
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2.3 细胞 系 DNA 扩 增 指纹 图 谱 鉴 定 

如 图 3 所 示 ,DAF 技术 扩 增 条 带 在 不 同 的 细胞 
系 间 差异 较 大 。 样 品 MI 和 M2 都 来 自 同一 批 致 倦 
库 蚊 深 桂 品系 培育 成 的 细胞 系 Cxq-l ,但 经 过 多 次 
传代 后 优势 细胞 不 同 , 如 MI 的 优势 细胞 为 梭 状 细 
胞 (成 纤维 细胞 状 ) ,M2 的 优势 细胞 为 上 皮 状 细胞 。 
两 个 样品 虽然 优势 细胞 不 同 ,但 是 扩 增 出 来 的 条 带 
有 高 度 一 致 性 。 草 地 贪 夜 蛾 细胞 系 SO FLUR AR 8 
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细胞 系 S2 是 两 种 商业 昆虫 细胞 ,实验 结果 显示 MI 
和 M2 的 条 带 与 SS9 和 S2 相 比 有 很 好 的 特异 性 。 样 
品 深 桂 1 深 桂 2 和 Slab 为 来 自 实验 室 培养 的 致 倦 
库 蚊 不 同 品系 的 蚊 DNA. 样品 , MI 和 M2 与 深 桂 T, 
深 桂 2 和 Slab 的 扩 增 结果 既 有 较 多 的 重合 条 带 , 也 
有 少量 的 特异 条 带 。 综 上 所 述 , M1 和 M2 的 细胞 与 
其 他 昆虫 商业 细胞 DNA. 指纹 图 谱 有 明显 差异 ,确定 
为 致 倦 库 蚊 初 最 幼虫 来 源 培育 的 败 细 胞 系 。 
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图 3 致 倦 库 蚊 细胞 系 DNA 扩 增 指纹 图 谱 


Fig. 3 DNA amplification fingerprinting of Culex pipiens quinquefasciatus cell lines 











Marker 为 DNA 分 子 量 标准 , 深 桂 1 和 深 桂 2 2N SU 28] 7 BUTS P BORE n ZR FE in Slab 为 致 倦 库 蚊 Slab 品系 样品 ,MI 为 梭 状 细胞 为 优势 细 
胞 的 蚊 细 胞 系 Cxq-1 样品 ,M2 为 上 皮 状 细胞 为 优势 细胞 的 蚊 细胞 系 Cxq-1 样品 。SB 为 草地 贪 夜 蛾 SS 细胞 样品 ,S2 为 黑 腹 果 蝇 S2 细胞 样品 。 


Marker is the DNA molecular weight marker. Shengui 1 and Shengui 2 are samples of Shengui strain of C. pipiens quinquefasciatus. Slab was the sample 


























of Slab strain of C. pipiens quinquefasciatus. M1 is the cell line Cxq-1 containing fusicellular cells. M2 is the cell line Cxq-1 containing epithelioid cells. 


Sf9 and S2 are cell lines from Spodoptera frugiperda and Drosophila melanogaster , respectively. 


2.4 和 致 倦 库 蚊 细胞 核糖 体 DNA. 内 转录 间隔 区 序 
列 鉴定 

如 图 4(A) 所 示 , Mo-itsl 为 测序 所 得 的 细胞 系 
Cxp-l 的 rDNA-ITS1 片段 ,长 为 150 bp, 比 对 后 发 现 
这 段 序列 与 GenBank "pst fis Pg lx: rDNA-ITS1 序列 
(EU359697.1) 的 382 — 531 bp 的 序列 完全 相同 。 
如 图 4(B) 所 示 ,M-its2 为 测序 所 得 的 细胞 系 Cxp-l 
的 rDNA-ITS2 片段 ,长 为 209 bp ,与 GenBank 中 致 倦 
库 蚊 rDNA-ITS2 序列 (DQ168423 ) 81 - 286 bp 有 
99% 一 致 性 。 上 述 结果 说 明细 胞 系 Cxp-l 确实 为 至 
伴 库 蚊 细 胞 系 。 


3 讨论 


在 原 代 培 养 的 初期 ,大 量 活 性 良好 的 组 织 块 是 








后 续 细 胞 培养 成 功 的 关键 。 根 据 实验 观察 ,在 蚊 卵 
消毒 时 间 过 长 或 者 使 用 了 毒性 物质 ,如 加 入 HgCl 
或 NaCl0( 蓝 明 扬 和 赵 郁 光 ，1991) ,会 对 组 织 活 性 
造成 影响 ,如 产生 大 量 细小 的 碎片 ,或 者 组 织 块 在 较 
短 时 间 内 黑 化 , 极 大 地 影响 了 后 期 细胞 的 产生 和 生 
长 ,如 果 消 毒 时 间或 强度 不 够 ,又 极 容 易 带 入 污染 。 
经 过 大 量 尝试 我 们 采用 7596 乙醇 浸泡 分 散 轻 轻 洗 
刷 10 min 以 达到 最 佳 效果 , 卵 块 孵化 率 高 且 整 齐 。 
初 旷 幼虫 组 织 块 剪 碎 程度 合适 也 非常 重要 , 太 碎 或 
太 大 都 会 污染 培养 基 。 根 据 实验 摸索 ,最 住 条 件 是 
一 头 幼虫 前 碎 成 3 ~6 块 , 放 和 培养 瓶 后 观察 ,培养 
基 清 澈 透明 度 高 ,培养 基 内 分 布 较 大 量 的 幼虫 碎片 
( 约 100 H/H) ,碎片 周围 没有 太 多 的 杂质 或 细小 
碎片 ,可 以 观察 到 幼虫 碎片 在 培养 基 内 抽动 ,这 种 抽 
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l4 AR Cxq-1 的 rDNA-ITSI 和 rDNA-ITS2 序列 与 GenBank 中 致 伴 库 蚊 的 相应 核酸 序列 的 比 对 
Fig. 4 Sequence alignments of rDNA-ITS1 and rDNA-ITS2 of the cell line Cxq-1 with those of 
Culex pipiens quinquefasciatus registered in the GenBank 
A; :DNA-ITSI. 序列 比 对 。MLitsl 为 Cxq-1 的 序列 ; EU359697. 1 为 GenBank Jil, Alignment of the rDNA-ITS1 sequences. M-itsl is from Cxq-1, 
and EU359697.1 from the GenBank. B; rDNA-ITS2 序列 比 对 。M-its2 为 Cxq-1 的 序列 ; DQ168423 为 GenBank 序列 。Alignment of the rDNA-ITS2 


sequences. M-its2 is from Cxq-1, and DQ168423 from the GenBank. 


动能 持续 几 个 月 的 时 间 ， 这 样 的 碎片 能 持续 不 断 地 
在 断口 处 长 出 吉 状 的 细胞 球 , 这 是 后 续 快 速 且 大 量 
产生 优质 细胞 的 保证 ,很 多 利用 初 旷 幼 虫 成 功 建 系 
的 报道 都 提 及 过 这 点 ( 潘 李 珍 等 ,1980; 蓝 明 扬 和 
赵 郁 光 ,1991 )。 

在 细胞 原 代 培 养 和 传代 培养 的 初期 ,有 很 多 方 
法 可 以 提高 建立 细胞 系 的 成 功率 。 如 本 研究 在 原 代 
培养 的 初期 ,用 血清 浸润 培养 瓶 的 底部 ,可 以 促进 幼 
虫 组 织 的 贴 壁 和 其 细胞 的 贴 壁 游 离 生 长 。 另 外 ,将 
血清 含量 提高 到 20% 也 可 以 促进 细胞 的 生长 。 在 
原 代 细胞 初期 ,由 于 组 织 块 和 细胞 较 少 ,只 用 少量 如 
1 ~2 mL 完全 培养 基 培 养 蚊 幼虫 碎片 , 液 面 只 需要 
能 完全 履 盖 组 织 块 即 可 ,这 样 有 利于 组 织 分 泌 的 促 
进 细胞 生长 的 物质 的 富 集 ,更 好 地 促进 细胞 生长 。 
同样 的 道理 ,在 原 代 培养 和 传代 培养 的 初期 , 换 液 时 
保留 旧 的 培养 基 , 因 为 这 些 培养 基 里 促 生长 的 物质 
很 丰富 而 且 含有 大 量 悬 浮 未 贴 壁 的 细胞 RE 
胞 泡 或 者 宫 状 细胞 球 。 将 这 些 培养 基 加 入 新 的 培养 
瓶 中 可 以 继续 培养 ,或 者 将 少量 的 旧 培 养 基 过 滤 后 
加 入 传代 初期 的 细胞 内 ,促进 其 贴 壁 和 生长 。 

与 许多 报道 一 致 ,在 蚊 细胞 培养 的 过 程 中 , 原 代 
生成 的 蚊 细 胞 混杂 了 各 种 形态 类 型 的 细胞 ( 蓝 明 扬 
和 赵 郁 光 ,，1991; Hoshino et al., 2015) 。 本 研究 观 
察 到 有 些 体积 较 小 , 像 梭 状 细胞 、 上 皮 状 细胞 .小 圆 
形 细 胞 (有 直径 约 为 10 hm 左右 ) 和 有 的 体积 略 大 
的 大 圆 形 细胞 (直径 约 为 20 um) ,这 些 不 同 的 细胞 
可 能 来 源 于 初 旷 幼虫 的 不 同 组 织 。 随 着 细胞 不 断 培 
养 和 传代 ,细胞 的 形态 和 种 类 趋 于 类 似 ,优势 细胞 所 
占 比 例 不 断 增 加 。 但 是 同一 批 细胞 中 ,不 同 培养 瓶 
中 优势 细胞 可 能 不 同 ,如 细胞 系 Cxp-l 培养 10 个 月 

















后 在 进行 后 续 细胞 鉴定 实验 中 ,发 现 不 同 培养 瓶 有 
梭 状 细胞 (成 纤维 状 ) 和 上 皮 状 细胞 为 优势 细胞 。 
这 种 现象 在 昆虫 细胞 培养 过 程 中 较为 普遍 ,开始 时 
由 不 同 组 织 产生 的 混合 多 样 细胞 类 型 ,多 次 培养 后 
发 展 分 化 成 上 皮 状 细胞 和 成 纤维 状 细胞 ( Bello et 
al., 2001; Athawale et al., 2002; Sudeep et al., 
2009 ; Segura et al., 2012) 。 这 可 能 是 因为 多 次 传代 
不 断 选 择 生 长 最 快 的 一 群 细胞 ,其 他 类 型 的 细胞 在 
多 次 传代 中 逐渐 消失 ( 张 赛 等 , 2007 ) 。 

细胞 系 的 鉴定 重要 部 分 就 是 鉴定 细胞 系 的 组 织 
来 源 。 蚊 细胞 系 的 扩 增 条 带 和 它 的 来 源 昆 虫 的 条 带 
基本 重合 但 略 有 差异 ,在 Mclntosh 的 研究 中 4 株 鳞 
翅 目 细胞 及 其 来 源 和 1 株 蚊 细胞 系 及 其 来 源 都 出 现 
了 同样 的 现象 , 即 细 胞 系 与 组 织 来 源 相 比 出 现 了 人 额 
外 的 条 带 ,可 能 是 异 倍 体 导致 了 这 种 现象 的 发 生 
( Melntosh et al., 1996) 。 也 可 能 是 在 传代 过 程 中 ， 
细胞 不 断 地 被 选择 和 淘汰 ,它们 的 基因 组 发 生 了 共 
同 变化 , 某 些 特定 的 基因 如 与 传代 相关 的 基因 保存 
下 来 ,或 者 某 些 特定 的 基因 丢失 。 

蚊 细 胞 系 在 许多 研究 领域 体现 出 其 重要 的 研究 
和 应 用 价值 。 利 用 蚊 细胞 培养 技术 ,可 获得 大 量 纯 
一 的 蚊 细 胞 材料 来 代 蔡 蚊虫 样品 进行 研究 ,从 而 减 
少 科研 成 本 。 蚊 细胞 为 蚊虫 的 细胞 学 .遗传 学 和 分 
子 生物 学 提供 了 良好 的 研究 材料 。 比 如 利用 蚊 细 胞 
系 可 以 进行 痉 原 虫 ` 丝 虫 在 蚊 体 发 育 情况 的 观察 , 测 
定 对 各 种 病毒 的 敏感 性 ,进行 病毒 分 离 和 临床 诊断 
〈 蓝 明 扬 和 赵 郁 光 ,，1991) 以 及 病毒 - 蚊 寄主 互 作 研 
究 , 例 如 C6/36 H XIF IX Aedes albopictus 细胞 系 已 
被 用 于 证 实 登革热 病毒 进入 细胞 的 机 制 (Acosta et 
al., 2011) 。 因 为 蚊 细 胞 对 病毒 的 敏感 性 具有 一 定 
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的 广 谱 性 , 故 可 为 多 种 疫苗 的 制备 提供 条 件 ( 蓝 明 
扬 和 赵 郁 光 , 1991)。 蚊 细胞 还 可 以 用 来 确定 新 型 
化 合 物 如 杀 虫 剂 或 生物 防治 剂 的 功效 ,鉴定 新 的 化 
合 物 是 否 对 蚊 细胞 系 致死 ,而 对 其 他 昆虫 或 者 人 细 
胞 系 不 产生 或 者 产生 少量 的 影响 (Walker et al., 
2014), 
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